中 国生 物 工程 杂志 ”China Biotechnology 


人 类 Grx3 蛋白 与 转录 因子 p65 相互 作用 的 
研究 
胡可 越 . 程 宁 辉 ?， 王 新 泉 妆 


清华 大 学 生命 科学 学 院 ， 北 京 100084 


摘要 : 琉 基 氧化 还 原 酶 在 生物 体 的 系统 内 担当 着 非常 重要 的 角色 ， 其 主要 介 导 的 是 琉 基 和 二 
硫 键 之 间 的 相互 转化 的 反应 。 人 类 Grx3 有 蛋白 作为 一 种 琉 基 氧化 还 原 酶 在 谷 氧 还 蛋白 系统 中 有 
着 非常 重要 的 作用 。 已 有 的 研究 表明 Grx3 蛋 白 对 于 NF-k B 信 号 通路 的 活性 有 十 分 显著 的 影响 。 
p65 (RELA) 是 人 类 机 体内 十 分 重要 的 一 种 蛋白 ， 其 在 NF- kB 信号 通路 有 着 重要 的 调控 作用 ， 
几乎 调控 着 NF- kB 信号 通路 中 的 所 有 下 游 反 应 。 本 文通 过 大 肠 杆 菌 提纯 表达 的 p65 与 Grx3 在 
体外 条 件 下 进行 偶 联 实验 ， 对 于 p65 与 Grx3 存 在 相互 作用 提供 了 强 有 力 的 证 据 ， 同 时 也 Grx3 
蛋白 对 于 NF- KB 信号 通路 的 影响 机 制 提 供 了 一 个 可 能 的 解释 。 


关键 词 ， 人 类 谷 气 还 蛋白 Grx3; 人 类 p65 (RELA) 蛋白 ;蛋白 偶 联 。 
The interaction study between human Grx3 protein 


and transcription factor p04 
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Abstract: Oxidation-reduction system exists in almost all organisms, and thiol-redox enzymes 
play a very important part in the oxidation-reduction system. Thiol-redox enzymes regulate the 
conversion between thiol group and disulfide bond. Thiol-redox enzymes exist in both 
glutaredoxins system and thioredoxins system in human body. Our target protein Grx3 is one of 
the most important role in glutaredoxins system. p6S(RELA) a very important protein in human 
body which has a very close relation with inflammatory reaction regulates the NF- x B signal 
pathway, it almost control all of the cascade reaction of NF-xB signal pathway, while other studies 
has shown that Grx3 has a significant influence on NF-kB signal pathway. Our study shows that 
there ls a connection between p65 and Grx3 in vivo environment by colocalisation experiment and 
p65 and Grx3 protein purify from E.coli can crosslink in a specific vitro environment which 
provide a significant proof of interaction between Grx3 and p65 in votro environment and explains 


how Grx3 get involved in the NF- x B signal pathway as while. 
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谷 氧 还 蛋白 (Grx，glutaredoxin) 是 琉 基 氧化 还 原 酶 家 族 的 重要 成 员 之 一 ， 目 

前 已 经 被 证 实 其 广泛 地 存在 于 各 种 生物 体内 。 谷 氧 还 蛋白 是 以 一 种 依靠 谷 胱 甘 肽 
(GSH) 来 将 蛋白 质 上 二 硫 刍 还原 成 殖 基 的 一 种 酶 蛋白 。""* 

在 谷 氧 还 和 蛋白 系统 中 电子 依次 从 Grx 蛋白 传递 到 谷 胱 甘 肽 (GSH)， 再 传递 给 谷 胱 甘 肽 
还 原 酶 ， 最 终 传递 到 NADPH。 而 Grx 最 终 则 会 在 核 疹 酸 还 原 酶 等 其 他 一 些 酶 的 作用 下 ， 打 
开 二 硫 键 ， 重 新 恢复 其 还 原 性 。" 

Grx 蛋白 最 早 被 发 现时 是 以 一 种 核糖 核 昔 酸 还 原 酶 的 受 体 。 目前 已 有 的 研究 表明 Grx 和 蛋 


白 可 以 与 细胞 凋 亡 的 信号 调控 激酶 1 (apoptosis signal- regulating kinase 1，ASK1 ) 相连 ， 


TH 


Grx 与 ASK1 相连 之 后 可 以 抑制 ASK1 的 生理 活性 , 而 当 Grxl 被 氧化 之 后 ，ASK1 与 Grx1 


不 再 结合 ，ASK1 被 释放 出 来 进而 启动 了 细胞 凋 亡 程序 。 ra Grx 还 可 以 使 得 通过 NF- KB 和 途 
径 ， 与 NF- kB 结合 ， 来 抑制 多 巴 胺 介 导 的 细胞 油 亡 。 总 而 言 之 ，Grx 在 信号 通路 中 作用 ， 
2 大 多 部 是 抵抗 细胞 凋 亡 和 氧化 应 激 。 ra 由 此 可 见 ，Grx 系统 对 于 细胞 维持 自身 的 还 原 环境 有 
~ 着 重要 的 作用 。 而 氧化 还 原 力 对 蛋白 质 ， 脂 类 以 及 核酸 的 修饰 有 着 重要 的 影响 ， 因 此 Grx 
忆 在 很 大 程度 上 操纵 着 细胞 的 生命 状态 ,并 且 与 人 体 多 种 疾病 相关 。 中 

©O 通过 体外 的 蛋白 偶 联 实验 我 们 可 以 确定 两 个 蛋白 能 够 在 体外 相互 结合 ,为 这 两 个 蛋白 在 
所 体内 存在 相互 联系 提供 强 有 力 的 佐证 。 另 外 已 有 的 研究 表明 Grx3 蛋白 对 于 NF- x B 信号 通 
路 的 活性 有 十 分 显著 的 影响 ,中 通过 研究 体外 环境 下 Grx3 和 p65 存在 相互 作用 ， 我 们 希望 


为 Grx3 如 何 介入 人 体 的 NF- x B 信号 通路 提出 一 个 合理 的 猜想 。 


1 材料 与 方法 
1. 1 材料 与 仪器 

Grx3 与 p65 的 基因 均 从 生物 合成 公司 购买 。 大 肠 杆菌 表达 载体 pGEX-6p-1 为 购买 的 商 
品 化 载体 ， 具 体 如 图 1 所 示 。E. coli DH5a 与 BL21 (DE3) 为 实验 室 保 存 菌 株 。 大 肠 杆菌 超 
声 破碎 采用 Sonic 的 超声 波 细胞 破碎 仪 ，PreScission Protease 酶 为 实验 室 自制 的 用 于 切割 


GST-tag 与 GSH 偶 联 位 点 的 酶 , Resourse Q 离子 层 析 柱 、superdex-200 10/300 分 子 盘 、AKTA 


快速 液 相 色 谱 仪 (FPLC) 均 购 买 自 GE Healthcare 公司 。 
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(4884) BtgI BfuAI - BspMI (62) 


(4776) Bsu36I EcoNI (268) 


MscI (465) 


(4326) Bbel 
(4324) Sfol BstBI (655) 
(4323) Narl* Swal (685) 
(4322) KasI 


(4133) EcoRV 
(4094) BssHII 


‘PaeR71 - PspXI - TIiI - Xhol (969) 
\ EagI - NotI (975) 
—, \Pfol (1051) 
pGEX 3 Sequencing Primer (1034 .. 1056) 
,PfIFI - Tth1111 (1154) 
BsaAl (1161) 


(3864) BstEI | 


pGEX-6P-1 
4984 bp 
(3683) MIuI 


AatII (1260) 


(3366) BstAPI 


(3265) PAIMI 


PstI (1937) 


Bsal (2113) 
AhdI (2179) 


(2658) AlwNI 


1 pGEX-6p-1 大 肠 杆菌 表达 载体 


Fig.1 pGEX-6p-1 E.coil vector 


1. 2 菌 种 与 克隆 构建 
所 需 构 建 的 克隆 为 pGEX-6p-1-p65 (p65 3-305 截 短 体 ) 以 及 pGEX -6p -1-Grx3 。 
首先 对 于 目的 基因 进行 PCR 扩 增 ， 引 物 由 生物 合成 公司 进行 制备 ， 目 的 基因 完成 扩 增 
后 和 载体 采用 以 下 50 酶 切 反 应 体系 进行 酶 切 : 


NEB 酶 切 buffer4 | 
EcoRI-HF lul 
BamHI-HF lul 
DNA 底 物 2 pl 
灭 菌 双 葵 水 41 ul 


PCR 产物 与 载体 在 37C 进 行 酶 切 反 应 约 3~5 hr， 酶 切 反 应 结束 后 利用 试剂 盒 对 酶 切 产 
物 进行 回收 。 将 酶 切 后 的 目的 片段 与 载体 通过 T4 连接 酶 进行 连接 , 采用 以 下 20hl 连接 反应 
体系 进行 连接 : 


酶 切 后 的 PCR 片 段 10p4 
酶 切 后 载体 2 品 
T4DNA liagase 1ul 
10x 连 接 缓冲 液 2 4 
灭 菌 双 葵 水 Spl 


反应 在 室温 下 进行 3~5 hr, 将 所 获 的 产物 使 用 DH5a 感 受 态 进行 转化 , 挑 取 适 量 的 单 


下 


落 接 种 卫 
提取 质粒 进行 相应 酶 切 的 鉴定 ， 选 取 定 结果 为 阳性 的 克隆 进行 测序 ， 获 得 目的 克隆 。 


1. 3 目的 蛋白 表达 


在 BL21 感受 态 细胞 中 加 入 2-3 hl 含 目 的 蛋 


热 激 90s 后 


在 37C 下 缓慢 摇晃 复 苏 培养 40 min， 了 晾 干 ， 


再 放 回 冰 上 角 育 5 min， 再 往 感受 态 2 


已 经 加 入 含 1% 的 Amp 5 ml LB 培养 基 的 BD 管 中 培养 8 一 12 hr ， 利 月 


行 涂 板 操 作 。 最 后 放 入 37 C 烘 箱 ， 避 光 培 养 10-14 h。 


将 表达 质粒 转化 入 BL21 (DE3) 感受 态 


培养 基 的 锥 形 瓶 中 培养 8-10 hr， 待 瓶子 菌 


的 1L LB 培 养 基 的 大 瓶 中 ， 将 大 瓶 放 入 37C 摇 床 ， 
将 大 瓶 降 温 至 16C 左 右 ， 每 瓶 加 入 S00ul IPTG 进 行 诱 导 ， 之 后 


阔 达 到 平衡 期 之 后 ， 


四 


放 回 到 摇 床 ， 在 16C，220 r/min 的 条 件 下 过 夜 培养 。 


次 


离心 lhr30min， 分 离 上 


日 用 


1L 的 收集 菌 液 专 用 离心 桶 取出 菌 液 ， 在 8C，4000 r/min 的 转速 下 离心 。 
去 ， 加 入 HBS 缓冲 液 将 大 瓶 底部 的 菌 体 重 悬 ， 超 声 破碎 之 后 ， 


1.4 目的 蛋白 纯化 
1.4.1 亲 和 层 析 柱 纯化 


脂 糖 凝 胶 充 分 结合 , 最 后 用 GST 清洗 缓冲 溶液 清 


在 使 用 订 和 层 析 柱 纯 
心 后 得 到 的 蛋白 上 ; 


一 


青 和 沉淀 


日 试剂 盒 


白 基 因 的 质粒 ,在 冰 上 冰 浴 40 min 左右 ,425C 
胞 中 加 入 400 ph1LB 培养 基 (无 


等 待 复苏 培育 结 


菌 操作 )， 


吉 束 之 后 加 入 适量 LB 培养 基 进 


220 r/min 扩大 培养 3-5h， 


化 蛋白 之 前 需要 用 GST 柱 上 样 组 ; 
青 液 ， 让 上 清 液 两 次 通过 层 析 柱 , 使 带 有 GST 标签 的 目的 蛋白 与 GST 琼 
青 洗 亲 和 柱 上 非特 异 结合 的 杂 和 蛋白 约 20 个 柱 


将 阔 


胞 中 ， 选 取 单 菌落 加 入 到 含 1% Amp 50 ml LB 
液 足 够 浑浊 之 后 ， 取 10ml 菌 液 加 入 到 到 含 1% Amp 


待 瓶 中 的 大 肠 杆 


将 大 瓶 


弃 掉 上 
液 在 13000 g 的 转速 下 


液 来 平 


衡 杀 和 柱 ， 破 胡 台 


胞 离 


体积 。 完 成 层 析 过 程 之 后 , 加 入 适量 PreScission Protease 酶 和 GST 酶 切 缓冲 溶液 , 酶 切 8-12 


hr， 次 日 收集 含有 目 


的 蛋白 的 绥 冲 溶液 。 


1.4.2 离子 层 析 柱 纯化 


蛋 


白 组 


superdex200 分 子 得 购 自 GE healthcare 公司 ， 和 蛋白 缓冲 液 在 经 过 


superdex200 分 子 筛 ， 时 间 的 差异 ， 完 成 蛋 


蛋白 溶液 进 


行 洗 脱 ， 完 成 蛋白 的 初步 纯化 。™ 
1.4.3 分子 得 凝 胶 层 析 纯 化 


1.4.4 蛋白 偶 联 


在 


通过 


十 各 种 不 同 的 方法 


过 不 同 分 子 质量 的 捍 


白 析 日 


Li 


! 液 在 经 过 浓缩 之 后 注入 Resourse Q 离子 层 析 柱 ， 通 过 


分 离 纯化 得 到 所 需要 的 目的 蛋白 之 后 ， 需 要 在 特定 的 绥 ; 


不 同 的 盐 梯度 对 村 


E 上 的 


浓缩 之 后 注入 
白 的 二 次 纯化 。 


溶液 
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(200mM NaCl，50mM Tris-Cl pH8.0，0.025mMCuCl2〉 中 进行 蛋白 偶 联 实验 ， 并 且 需 要 将 
两 个 目的 蛋白 进行 稀释 并 且 将 摩尔 浓度 调 至 1:1。 
完成 蛋白 的 稀释 过 程 之 后 , 两 种 蛋白 各 取 1 ml, 再 加 入 80hl DTT, 在 冰 上 冰 浴 30-60 min， 
保证 蛋白 处 于 一 种 还 原状 态 。 再 将 冰 浴 过 的 蛋白 加 入 到 已 经 消毒 灭 菌 过 的 透析 袋 中 , 用 夹子 
夹 紧 防止 蛋白 泄露 ， 将 整个 透析 袋 放 入 到 含有 ZL 绥 冲 溶液 的 大 烧杯 中 ， 将 烧杯 放 在 磁力 搅 
拌 器 上 搅拌 48 hr。 两 天 之 后 回收 蛋白 溶液 。 


2 结果 分 析 
2. 1 p65 的 分 析 纯 化 结果 

我 们 将 破碎 大 肠 杆 菌 获得 的 p65 蛋白 依次 通过 亲 和 层 析 柱 纯化 、 离 子 层 析 柱 纯化 和 分 
子 篇 凝 胶 层 析 纯化 过 后 获得 了 较 纯 的 p65 和 蛋白， 其 相对 分 子 质量 约 为 33KD， 有 具体 如 图 2 
所 示 ， 将 所 获 的 蛋白 置 于 4'C 冰 箱 保存 用 于 进行 下 一 步 实 验 。 


(A) 


14. 12 


400 


200 (B) 


25KD- 
18KD- 
14KD: 


1 
| 
| 
| 
| 
| 
i Marker B10 B9 BpB8 Bi 
| 
| 
| 
| 
| 
| 


图 2 p65 分 子 第 层 析 图 (A) 及 SDS-PAGE 分 析 结 果 (B)。 分 子 第 层 析 图 横 轴 表示 层 析 体 
积 (ml)， 纵 轴 表 示 280 nm 紫外 吸收 值 mAU)。 分 子 筛 图谱 上 有 两 个 明显 的 峰 ，p65 的 分 子 
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量 对 应 最 后 一 个 峰 , 峰 尖 位 置 在 14.12 ml 处 。 取 其 对 应 的 蛋白 样品 B10 一 B7 进行 SDS-PAGE 


检测 ， 电 泳 后 利用 考 马 斯 亮 蓝 染色 ， 胶 图 从 左 至 右 分 别 是 Marker 和 B10 一 B7。 


Fig.2 Size-exclusion chromatography (SEC) (A) and SDS-PAGE (B) in the final step 
purification of p65. The horizental axis represents the volume (ml) and the vertical axis 
represents the absorbance at 280 nm (mAU). There are two distinct peaks in the SEC, and p65 
belongs to the last one with peak position at 14.12 ml. The corresponding B10~B7 fractions and 


protein marker are tested by SDS-PAGE stained by coomassie brilliant blue。 


2. 2 Grx3 蛋白 分 析 纯 化 结果 
我 们 将 破碎 大 肠 杆菌 获得 的 Grx3 蛋白 依次 通过 亲 和 层 析 柱 纯化 、 离 子 层 析 柱 纯化 和 分 
子 筛 凝 胶 层 析 纯 化 过 后 获得 了 较 纯 的 Grx3 蛋白 ， 其 相对 分 子 质量 同样 约 为 35 KD， 纯 化 所 
获得 的 Grx3 蛋白 条 带 位 置 相对 p65 较为 靠 上 其 相对 分 子 质 量 也 较 大 ， 具 体 如 图 3 所 示 ， 将 
所 获 的 蛋白 置 于 4'C 冰 箱 保 存 用 于 进行 下 一 步 实 验 。 


(A) 
15.08 
(B) 
本 lISKD 
66KD 
45KD 
35KD 
| 25KD 
| 
ISKD 
| 14KD 
a Marker B10 B9  B8 
| 
| 
eo 
| 
wp ll he Hl lee i 


图 3 Grx3 分 子 筛 层 析 图 (A) 及 SDS-PAGE 分 析 结 果 (B) 分子筛 层 析 图 横 轴 表示 层 析 
体积 (ml)， 纵 轴 表 示 280 nm 紫外 吸收 值 mAU)。 分 子 得 图 谱 上 有 三 个 明显 的 峰 ，Grx3 的 分 
子 量 对 应 中 间 一 个 峰 ， 峰 尖 位 置 在 15.08 ml 处 。 取 其 对 应 的 蛋白 样品 B10 一 B7 进行 
SDS-PAGE 检测 ， 电 泳 后 利用 考 马 斯 亮 蓝 染色 ， 胶 图 从 左 至 右 分 别 是 Marker 和 B10 一 B7。 
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Fig.3 Size-exclusion chromatography (SEC) (A) and SDS-PAGE (B) in the final step 
purification of p65. The horizental axis represents the volume (ml) and the vertical axis 
represents the absorbance at 280 nm (mAU). There are three distinct peaks in the SEC, and Grx3 
belongs to the middle one with peak position at 15.08 ml. The corresponding B10~B7 fractions 


and protein marker are tested by SDS-PAGE stained by coomassie brilliant blue. 


图 3 中 在 蛋白 主 条 带 的 下 方 ，25KD 靠 上 处 存在 一 条 明显 的 条 带 ， 实 际 上 蛋白 纯化 过 程 
中 的 脱落 的 GST 标 签 ， 其 在 分 子 得 层 析 图 上 对 应 最 后 一 个 较为 明显 的 峰 ,， 由 于 其 和 Grx3 析 出 
处 的 主峰 相对 分 子 质 量 接近 , 导致 仅 能 观察 到 后 面 半 个 峰 。 也 因此 在 进行 SDS-PAGE 分 析 时 ， 
也 会 观察 到 这 些 条 带 。 而 14-18 KD 附 近 的 条 带 则 为 蛋白 降解 产生 的 杂 带 ,实际 上 蛋白 随 着 时 
间 的 推移 降解 会 变 得 越发 明显 ， 因 此 纯化 获得 的 Grx3 和 蛋白 需要 尽快 投入 下 一 步 实 验 中 。 


2.3 蛋白 偶 联 结果 分 析 
回收 经 过 48 小 时 侦 联 实验 的 透析 袋 ， 将 其 中 的 样品 取出 ,制备 SDS-PAGE 样 品 ， 进 行 跑 
胶 ， 回 收 结果 如 图 4 所 示 : 


Marker LaneA LaneB LaneC 


116KD 
66KD 一 一 p65 与 Grx3 伪 
联 条 带 
45KD 
一 一 Grx3 蛋 和 白条 带 
35KD 


一 p65 蛋白 条 带 
25m 态 


18KD 


14KD 


图 4. 偶 联 实验 SDS-PAGE 分 析 结 果 LaneA，LaneB 和 LaneC 均 为 回收 的 同一 透析 袋 内 偶 联 
实验 蛋白 样品 , LaneA 和 LaneB 的 样品 所 使 用 氧化 型 上 样 缓冲 溶液 中 不 含 5mmolDDT ,LaneC 


所 使 用 SDS-PAGE 还 原型 上 样 缓冲 溶液 中 含有 5mmolDDT。 


Fig.4 SDS-PAGE result of crosslinking experienment. LaneA, LaneB and LaneC are protein 
samples from crosslinking experienment, we use non-reduced loading buffer without Smmol DDT 


in LaneA and LaneB, in Lane C we use reduced loading buffer with Smmol DDT. 


从 上 述 SDS-PAGE 分 析 结 果 可 以 看 到 ， 经 过 48 小 时 侦 联 反应 之 后 ，LaneA 和 LaneB 在 66 
KD 以 上 位 置 ， 有 一 条 明显 的 蛋白 条 带 ， 其 相对 分 子 质 量 符合 p65 与 Grx3 和 蛋白 1: 1 结合 的 相对 
分 子 质 量 大 小 ， 并 且 在 下 方 同样 可 以 看 到 明显 的 p65 与 Grx3 蛋 白 对 应 的 条 带 。 值 得 一 提 的 是 
在 图 4 中 p65 条 带 之 所 以 显示 在 35 KD 蛋白 标记 下 方 是 因为 ，p65 的 蛋白 浓度 相对 较 高 ， 导 致 
较 长 的 拖 尾 现象 , 其 实际 大 小 如 图 3(B ) 所 示 是 超过 35 KD 的 ,根据 实验 结果 我 们 发 现在 LaneC 
条 带 上 明显 观察 到 侦 联 条 带 不 复 存在 ， 说 明 两 个 蛋白 在 还 原 性 环境 下 解除 了 侦 联 。 


3 讨论 

相对 于 研究 比较 完善 的 硫 氧 还 蛋白 系统 ， 当 前 对 于 谷 氧 还 和 蛋白 系统 的 研究 相对 略 显 单 
薄 ， 而 Grx3 作为 谷 氧 还 蛋白 系统 的 重要 一 员 ， 对 其 的 研究 在 同类 研究 中 也 略为 滞后 。 本 文 
所 研究 的 Grx3 蛋白 最 先是 由 Stephan Witte 和 Martin Villalba 等 人 在 在 利用 酵母 双 杂 交 技 术 
筛选 与 PKC-theta (Protein kinase C-theta ) 的 有 可 能 相关 作用 的 一 个 蛋白 时 被 发 现 的 , "并且 
后 续 的 研究 证 实 Grx3 蛋白 可 以 通过 NF- kB 信号 通路 ， 抑 制 多 巴 胺 介 导 的 细胞 凋 亡 过 程 ， 
同时 Grx3 作 作 为 一 种 琉 基 氧化 还 原 酶 对 于 机 体 的 炎症 反应 和 维持 自身 的 还 原 性 均 有 着 重要 
的 作用 。 但 是 之 前 的 相关 研究 ， 没 有 具体 指出 Grx3 介入 NF- kB 信号 通路 的 机 理 。 

本 文 在 进行 实验 研究 时 首先 建立 了 合理 的 实验 猜想 ,p65 在 之 前 的 广泛 的 实验 研究 中 已 
经 被 证 实 对 于 NF- kB 信和 号 通路 下 游 反 应 具有 重要 的 调控 作用 ， 本 文 在 研究 过 程 中 大 胆 假设 
了 Grx3 通过 与 p65 的 相互 作用 介入 了 NF- kB 信号 通路 并 进行 了 后 续 的 研究 。 

首先 我 们 通过 一 系列 的 纯化 步骤 ,获取 了 相对 较 纯 的 p65 和 Grx3 蛋白 ， 相 对 较 纯 的 两 
种 蛋白 的 提取 是 进行 一 下 步 偶 联 实验 的 基础 。 之 后 我 们 通过 偶 联 实验 在 图 4 中 观察 到 了 p65 
蛋白 和 Grx3 蛋白 在 氧化 性 条 件 下 ， 在 70 KD 附近 位 置 多 出 了 一 条 偶 联 系 带 ， 此 条 带 的 相对 
分 子 质量 大 小 恰好 符合 p65 与 Grx3 蛋白 1: 1 结合 的 相对 分 子 质量 的 大 小 。 而 使 用 还 原型 
上 样 缓冲 溶液 的 样品 的 SDS-PAGE 分 析 结 果 指 出 在 还 原 性 条 件 下 两 个 蛋白 不 能 形成 偶 联 ， 
因此 我 们 可 以 结合 Grx3 作为 一 种 琉 基 氧化 还 原 酶 的 特性 ， 猜 想 其 极 大 可 能 在 氧化 性 条 件 下 

二 硫 键 与 p65 相 结合 ， 因 此 其 在 还 原 性 条 件 下 二 硫 键 被 打开 而 使 得 两 者 不 再 结合 。 

目前 通过 研究 得 到 了 Grx3 与 p65 在 体外 能 够 相互 结合 这 样 一 个 结论 , 并 且 两 者 有 极 大 


可 能 是 通过 二 硫 键 进行 结合 。 在 Grx3 全 长 蛋白 上 仅 有 5 个 半 胱 氨 酸 残 基 ， 未 来 可 以 通过 单 
点 突变 和 多 点 突变 的 方式 进一步 确定 这 两 者 是 否 二 硫 键 的 方式 结合 到 一 起 , 甚至 能 够 以 此 确 
认 两 个 蛋白 的 结合 位 点 此 次 体外 偶 联 实验 发 现 了 Grx3 与 p65 在 体外 能 够 相互 结合 的 事实 ， 
基于 这 样 的 事实 可 以 为 Grx3 对 于 NF-KB 信号 通路 的 影响 提出 一 个 可 能 的 解释 ， 即 Grx3 和 蛋 
白 可 能 通过 调控 p65 来 达到 影响 NF-kB 信号 通路 的 效果 。 综 上 所 述 ， 本 次 实验 研究 成 果 对 
Grx3 的 功能 与 结构 的 进一步 研究 找到 了 一 个 新 的 方向 , 也 为 Grx3 蛋白 在 人 体 信 和 号 通路 中 所 
处 的 位 置 提供 了 一 定 的 依据 。 
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